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(54) Title: METHOD FOR ISOLATING NUCLEIC ACIDS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ISOLIERUNG VON NUKLEINSAUREN 

fsj (57) Abstract: The invention relates to a method for isolating nucleic acids from a solution, wherein the nucleic acids are adsorbed 
on a surface containing Si02 in the presence of alkali halides and alcohol. The invention also relates to the use of a buffer solution 
^ containing alkali halides for isolating nucleic acids on a carrier containing Si0 2 , in addition to a kit for implementing a method for 
^ isolating nucleic acids from a solution. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft cin Vcrfahren zur Isolierung von Nucleinsauren aus einer Lflsung, wobei die Nukle- 
insauren an einer Si02-haltigen Oberflache in Gegenwart von Alkalihalogeniden und Alkohol absorbiert werden. Ferner betrifft die 
Erfindung die Verwendung einer Pufferlbsung enthaltend Alkalihalogenide zur Isolierung von Nukleinsauren an einem Si0 2 -haltigen 
^ Trager sowie ein Kit zur Durchfiihrung eines Verfahrens zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer Lflsung. 
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Verfahren zur Isolierunq von Nukleinsauren 

5 Die vorliegende Erflndung betrifft ein Verfahren zur Isolierung von 
Nukleinsauren aus einer Losung, wobei die Nukleinsauren an einer Si0 2 - 
haltigen Oberflache adsorbiert werden. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung einer 
Pufferldsung zur Isolierung von Nukleinsauren an einem Si0 2 -haltigen 
10 Trager sowie ein Kit zur Durchfuhrung eines Verfahrens zur Isolierung von 
Nukleinsauren aus einer Losung. 

Die Reinigung und Isolierung von Nukleinsauren an mineralischen 
Tragern in Gegenwart von chaotropen Salzen ist in der Literatur 
15 wohlbekannt. 

Marko et al. [Analyt. Biochem. 121 (1982) 382] sowie Vogelstein et al. 
[Proc. Nat. Acad. Sci. 76 (1979) 615] erkannten, dass, falls die DNA aus 
Nukleinsaure-enthaltenden Extrakten hohen Konzentrationen von 
20 Natriumjodid Oder Natriumperchlorat ausgesetzt wird, nur die DNA an 
mechanisch fein zerkleinerten Glass-Scintillationsrohrchen sowie 
zerkleinerten Glasfasermembranen bzw. Glasfiberplatten bindet, wahrend 
RNA und Proteine nicht binden. Die so gebundene DNA kann ggf. mit 
Wasser eluiert werden. 

25 

Die EP 0389063 B1 betrifft ein Verfahren zur Isolierung von 
Nukleinsauren aus einer biologischen Quelle. Gemafl dieser Methode 
werden die Nukleinsauren enthaltenden biologischen Quellen, wie Blut, 
Zellen, Plasma etc. in Gegenwart von chaotropen Salzen in hohen 
30 Konzentrationen aufgeschlossen und anschliefiend die Nukleinsauren an 
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eine Silikaoberflache gebunden. Diese werden dann gewaschen und 
eluiert. 

Das im US Patent 5,155,018 beschriebene Verfahren beschreibt die 
5 Isolieaing von RNA aus biologischen Quellen, die neben RNA auch DNA 
und andere Inhaltsstoffe enthalten. 

Die biologische Probe wird angesauert und mit einem chaotropen Agens, 
wie z.B. einem Guanidiniumsalz vermischt. Der Probe werden 
Silikatpartikel zugegeben und unter den gegebenen Bedingungen bindet 
10 RNA an die Silikatpartikel. AnschliefJend wird auch hier die RNA von den 
Partikeln abgetrennt. 

Colpan et al. offenbaren in der WO 95/01359 ein Verfahren zur Reinigung 
und Trennung von Nukleinsauregemischen durch Adsorption der 
15 Nukleinsaure aus einer alkoholhaltigen Losung mit hoher lonenstarke. Die 
Adsorptionslosung enthalt neben Alkohol in einer Konzentration von 1 bis 
50 Vol.% Salze in einer Konzentration von 1 bis 10 M, wobei die 
chaotropen Salze, wie z.B. Guanidiniumthiocyanat, Natriumperchlorat, 
oder Guanidiniumhydrochlorid bevorzugt werden. 

20 

Gegenstand der WO 95/21849 ist ein Verfahren zur Trennung von 
doppel- und/oder einzelstrangigen Nukleinsauren aus Quellen, die diese 
Nukleinsauren enthalten. Auch bei diesem Verfahren werden die 
Nukleinsauren an mineralischen Tragern adsorbiert unter Bedingungen, 
25 die eine Bindung der gewunschten Nukleinsaurespezies erlauben, 
wahrend die unerwiinschte Nukleinsaurespezies nicht an diesen 
mineralischen Trager bindet. 

Urn uberwiegend einzelstrangige Nukleinsaure an einen mineralischen 
30 Trager zu binden und somit von doppelstrangiger Nukleinsaure zu 
trennen, werden die Behandlungsbedingungen fur die beide 
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Nukleinsaurespezies enthaltenden Proben mit einem wassrigen Gemisch 
r von Salzen, insbesondere chaotropen Salzen, und Alkohol entsprechend 
eingestellt. Die nicht adsorbierte doppelstrangige Nukleinsaure kann 
daraufhin mit bekannten Verfahren weiter aufgereinigt Oder isoliert 
5 werden. 

Nukleinsauren, die fur molekularbiologische Anwendungen, wie z.B. fur 
die PCR, die Sequenzierung, und den Gentransfer, insbesondere die 
Transfektion oder Vakzinierung, verwendet werden, unterliegen sehr 
10 hohen Anforderungen an Reinheit und Integritat. Die Verwendung von 
Nukleinsauren in der Molekularen Diagnostik oder Molekularen Medizin 
setzt voraus, dass diese frei sein mussen von toxischen Substanzen, die 
beispielsweise zu pathogenen Effekten in den zu behandelnden 
Organismen fuhren konnen. 

15 

Den aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren ist gemein, dass 
fur die Isolierung von Nukleinsauren an Silikaoberflachen chaotrope Salze 
in hohen Konzentrationen eingesetzt werden. Chaotrope Substanzen, wie 
Guanidiniumhydrochlorid, Guanidiniumthiocyanat oder Natriumperchlorat 
20 sind hoch toxische Substanzen. Es ist nicht auszuschlieften, dass die in 
Gegenwart dieser Substanzen isolierten Nukleinsauren damit kontaminiert 
werden und somit fur den Gebrauch bei molekularbiologischen 
Anwendungen nicht oder nur bedingt verwendbar sind. 

25 Der Umgang mit chaotropen Substanzen stellt aufierdem fur den 

Anwender ein hohes gesundheitliches Risiko dar, so dass die 

Handhabung dieser Substanzen unter gewissen Schutzmassnahmen 
erfolgen muss. 



30 Das technische Problem, das der vorliegenden Erfindung zugrunde liegt, 
besteht darin, ein verbessertes Verfahren bereitzustellen, das die aus 
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dem Stand der Technik bekannten Nachteile uberwindet. Die in diesem 
Verfahren zur Bindung der Nukleinsaure verwendeten Substanzen sollten 
nicht toxisch sein. Das Verfahren soil dabei moglichst kostengunstig sein, 
indem beispielsweise preisgunstige Chemikalien verwendet werden, und 
5 die isolierten Nukleinsauren sollten quantitativ und qualitativ rein isoliert 
werden. 

Uberraschenderweise wind mit der vorliegenden Erfindung ein Verfahren 
zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer Losung zur Verfugung gestellt, 

10 das diese Aufgabe lost. Die Erfindung besteht darin, dass in einem ersten 
Schritt die Bindung von Nukleinsauren an Si0 2 -haltigen Oberflachen in 
Gegenwart von Alkalihalogeniden in einer Konzentration von 0,1 - 3 M, 
vorzugsweise 0,25 -1,5 M, und Alkohol in einer Konzentration von 37 - 70 
Vol.% durchgefuhrt wird. Die an der SiC^-haltigen Oberflache adsorbierten 

15 Nukleinsauren werden dann ggf. mit einem alkoholhaltigen Waschpuffer 
gewaschen und die Nukleinsaure mit einer wassrigen Salzlosung oder mit 
Wasser eluiert. 

Zur Bindung der Nukleinsauren an die Si0 2 -haltige Oberflache werden 
20 wassrige Adsorptionslosungen eingesetzt, die Alkalihalogenide wie NaCI, 
KCI und LiCI in einer Konzentration von 0,1 - 3 M, vorzugsweise 0,25 - 
1,5 M, besonders bevorzugt 0,5 - 1,25 M und insbesondere 0,5 - 1,0 M 
enthalten. Alkalihalogenide sind nicht-toxische Substanzen und die 
Handhabung der Salzlosungen in der eingesetzten Konzentration ist 
25 gesundheitlich unbedenklich. 

Die wassrigen Adsorptionslosungen enthalten neben den erwahnten Salzen 
niedere aliphatische, verzweigte oder unverzweigte Alkohole mit einer 
Kettenlange von 1 bis 5 Kohlenstoffatomen. Die in der Losung vorhandenen 
30 aliphatischen Alkohole sind bevorzugt Methanol, Ethanol, Propanol, 
Isopropanol und Butanol in einer Konzentration von 37 - 70 Vol%, bevorzugt 
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37 - 50 Vol.%. Unter den vorgenannten Alkoholen werden Ethanol und/oder 
Isopropanol in einer Konzentration von 37 - 70 Vol.% besonders bevorzugt. 

SiOrhaltige Oberflachen konnen beispielsweise porose Oder nicht-porose 
5 Siliziumoxide oder Metall-Siliziummischoxide, Silikagele, Materialien auf 
Basis von Glasern, z.B. modifizierte oder nicht-modifizierte Glaspartikel 
Oder Glasmehl, Quarz, Zeolithe oder Mischungen von einer oder 
mehreren der oben genannten Substanzen sein. 

Unter einer Oberflache wird im Sinne der vorliegenden Erfindung jede 
10 mikroporose Trennschicht verstanden. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaften 
Verfahrens ist die SiCVhaltige Oberflache eine porose Membran oder ein 
Filter aus Silikagel, Glas - oder Quarzfasern. 

15 In einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens 
umfasst der Begriff Oberflache im weiteren Sinne auch eine Schicht von 
Partikeln bzw. auch ein Granulat sowie auch Fasern, wie z. B. 
Silikagelvliese. 

20 Zur Elution der gebundenen Nukleinsaure eignen sich erfindungsgemafi 
Wasser oder wassrige Salzlosungen als Elutionsmittel. Als Salzlosungen 
werden Pufferldsungen eingesetzt, die aus dem Stand der Technik 
bekannt sind, wie beispielsweise Morpholinopropansulfonsaure (MOPS), 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1 - 

25 piperazino]ethansulfonsaure (HEPES) in einer Konzentration von 0,001 
bis 0,5 Mol/Liter, bevorzugt 0,01 bis 0,2 Mol/Liter, besonders bevorzugt 
0,01 bis 0,05 molare Losungen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens 
30 konnen die im Eluat befindlichen Nukleinsauren vorzugsweise auf dem 
Wege der alkoholischen Fallung isoliert werden. 
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Die mit diesem Verfahren isolierten Nukleinsauren sind frei von toxischen 
Substanzen und somit geeignet fur die Verwendung in der 
Molekularbiologie. 

5 Im folgenden soli die Bezeichnung "Nukleinsaure" in ihrem breitesten Sinn 
verstanden werden, also Ribonukleinsauren (RNA) wie auch 
Desoxyribonukleinsauren (DNA) in alien Langen und Konfigurationen, wie 
Doppelstrang, Einzelstrang, zirkular und linear, verzweigt usw. umfassen 
und alle moglichen Unterarten, wie z.B. monomere Nukleotide, Oligomere, 

10 Plasmide, Cosmide, virale und bakterielle DNA und RNA, sowie 
genomische und nichtgenomische DNA und RNA aus Tier- und 
Pflanzenzellen oder anderen Eukaryonten, mRNA in prozessierter und 
unprozessierter Form, tRNA, hn-RNA, rRNA, cDNA sowie alle anderen 
denkbaren Nukleinsauren einschliefien. 

15 

Das erfindungsgemafte Verfahren erlaubt es, Nukleinsauren jeglicher 
Herkunft aus Losungen zu isolieren. Die Nukleinsauren enthaltende Probe 
stammt beispielsweise aus tierischen oder pflanzlichen Geweben, 
Gewebe- oder Zellkulturen, Knochenmark, humanen und tierischen 

20 Korperflussigkeiten wie Blut, Serum, Plasma, Urin, Sperma, Zere- 
brospinalflussigkeit, Sputum und Abstrichen, Pflanzen, Pflanzenteilen und 
-extrakten, z.B. Saften, Pilzen, prokaryontischen oder eukaryontischen 
Mikroorganismen wie Bakterien oder Hefen, fossilen oder mumifizierten 
Proben, Bodenproben, Klarschlamm, Abwassem und Lebensmitteln 

25 (insbesondere prozessierten, d.h. technisch aufbereiteten Lebensmitteln). 
Auch Nukleinsauren, die durch chemische Reaktionen entstanden sind, 
wie z.B. solche, die durch Polymerasekettenreaktion (PCR) erhalten 
wurden oder Plasmid-DNA, genomische DNA und RNA und/oder 
Nukleinsauren, die aus Mikroorganismen stammen, lassen sich 

30 erfindungsgemafi isolieren. 
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Besonders geeignet ist das erfindungsgema&e Verfahren, urn Plasmid- 
DNA aus Bakterien, wie z.B. E.coli fur die anschlieftende Klonieruhg, 
Transfektion oder Sequenzierung zu isolieren. 

5 Die Lyse der Bakterien erfolgt dabei nach bekannten Lyseverfahren, wie 
z.B. der alkalischen Lyse nach Birnboim und Doly (1979) oder der Lyse 
durch Erhitzen nach Holmes und Quigley. 

Die Zelldebris sowie die ausgefallenen Proteine und die genomische DNA 
10 werden aus dem viskosen Lysat mittels Zentrifugation oder Filtration 
entfernt und man erhalt ein geklartes Lysat, das die Plasmid-DNA enthalt. 
Die Aufreinigung der Plasmid-DNA kann beispielsweise mittels 
lonenaustauscherchromatographie erfolgen und die so vorgereinigte 
Plasmid-DNA anschlieftend mit dem erfindungsma&igen Verfahren isoliert 
15 werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Kit zur 
Isolierung von Nukleinsauren aus einer Losung, umfassend 

a) eine Adsorptionslosung enthaltend 0,25 - 1,5 M NaCI, KCI oder 
20 eine Mischung davon und Ethanol oder Isopropanol in einer 

Konzentration von 37 - 70 Vol %; und 

b) eine Si0 2 -haltige Oberflache. 

Die Si0 2 -haltige Oberflache kann eine porose Membran oder ein Filter aus 
25 Silikagel, Glas - oder Quarzfasern und in einer geeigneten Vorrichtung 
angeordnet sein. Vorzugsweise enthalt der Kit zusatzlich Losungen geeignet 
fur die Lyse sowie, wie zuvor beschrieben, Wasch- und Elutionspuffer. 

Die erfindungsgemafJ isolierten Nukleinsauren sind frei von 
30 ; nukleinsaureabbauenden Enzymen und haben eine derartig hohe Reinheit, 
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daft sie unmittelbar in verschiedensten Weisen weiterbehandelt und 
bearbeitet werden konnen. 

Die erfindungsgemaft hergestellten Nukleinsauren konnen fur Klonierungen 
5 verwendet werden und als Substrate fur verschiedenste Enzyme dienen, wie 
beispielsweise DNA-Polymerasen, DNA-Restriktionsenzyme, DNA-Ligase 
und reverse Transkriptase. 

Die durch das erfindungsgemafte Verfahren bereitgestellten Nukleinsauren 
10 eignen sich in besonders guter Weise zur Amplifikation, insbesondere fur die 
PCR, Strand Displacement Amplifikation, Rolling Circle Verfahren, Ligase 
Chain Reaction (LCR) und ahnlicher Verfahren. 

Das erfindungsgemafte Verfahren eignet sich weiterhin in besonders guter 
Weise zur Bereitstellung von Nukleinsauren fiir die Verwendung in der 

15 Diagnostik, insbesondere fur ein Diagnoseverfahren, welches dadurch 
gekennzeichnet ist, daft die durch das erfindungsgemafte Verfahren 
gereinigte Nukleinsaure in einem Folgeschritt amplifiziert wird und 
anschlieftend und/oder gleichzeitig die so amplifizierte Nukleinsaure 
detektiert wird (z. B. Holland, P.M. et al. a 1991. Proc. Natl. Acad. Sci. 88, 

20 7276 - 7280. Livak, KJ. et al M 1995. PCR Methods Applic. 4, 357 - 362; 
Kievits, T. et al., 1991. J. Virol. Meth. 35, 273 - 286; Uyttendaele, M. et al., 
1994. J. Appl. Bacteriol. 77, 694 - 701). 

25 Beispiel 1 : 

Isolierunq von Plasmid-DNA in Gegenwart von NaCI und Alkohol in 
verschiedenen Konzentrationen. 

Es wurden je 390 pi der einzelnen Puffer (0,25 - 1 ,5 M NaCI; 50 mM Tris, 
30 pH 8,5; 15 % (w/v) Isopropanol) mit 10 pg Plasmid-DNA (pCMVp; Fa. 
Clontech # 6177-1) (c = 1 pg/pl) gemischt und mit verschiedenen Mengen 
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an Isopropanol versetzt, die einem Gesamtanteil von 28,9 - 49,8 Vol% 
Isopropahol in den jeweiligen Bindepuffern entspricht Nach funfminutiger 
Inkubation bei Raumtemperatur (20-25°C) wurden die Ansatze in eine 
eine Silikamembran enthaltende Saule uberfuhrt und unter Vakuum 

5 (ca. 600 mbar; Verwendung der QIAvac6S der Fa. QIAGEN GmbH) 
durch die Silicamembran gefuhrt Anschlieftend wurde mit 750 pi Puffer 
PE (10 mM Tris, pH 7,5; 80 % Ethanol) gewaschen und bis zur Trockene 
Luft durch die Membran gezogen. Eluiert wurde durch Zugabe von 100 pi 
Puffer EB (10 mM Tris, pH 8,5) und die Ausbeute photometrisch bei 260 

10 nm bestimmt. Das Ergebnis ist aus Tabelle 1 ersichtlich. 



Tabelle 1: 



Isopropanol 

(gesamt) 


CNaCI 


0,25 M 


0.5M 


0,75 M 


1,0 M 


1,25 M 


1.5 M 


28,9 Vol % 


DNA 


4.7 [fig] 


5.8 [fig] 


8,0 [fig] 


7.3 [fig] 


7.6 [ M g] 




OD 260 


0,0934 


0.1154 


0.1593 


0,1456 


0.1522 




34,3 Vol % 


DNA 


8.2 [tig] 


8.1 [fig] 


7,4 [fig] 


7.5 [fig] 


7.0 [fig] 


6.4 [fig] 


OD 260 


0,1644 


0.1611 


0.1484 


0,1491 


0.1390 


0.1493 


39,0 Vol % 


DNA 


6.2 [jig] 


5.8 [fig] 


8.0 [fig] 


6,2 [fig] 


7.3 [fig] 


5.8 [fig] 


OD 260 


0.1245 


0.1161 


0.1603 


0,1244 


0,1452 


0,1211 


43,1 Vol % 


DNA 


7.2 [fig] 


7.7 [fig] 


6.2 [fig] 


6.9 [fig] 


7.4 [fig] 


5.5 [fig] 


OD 260 


0,1444 


0.1534 


0,1231 


0,1375 


0.1469 


0,1100 


46,6 Vol % 


DNA 


5.7 [fig] 


8.4 [fig] 


7.3 [fig] 


8.5 [fig] 


7.9 [fig] 


5,6 [fig] 


OD 260 


0.1129 


0.1669 


0.1454 


0.1701 


0.1585 


0.1104 


49,8 Vol % 


DNA 


6.5 [fig] 


6.0 [fig] 


6.1 [fig] 


6.3 [fig] 


6.3 [fig] 


3.3 [fig] 


OD 260 


0.1294 


0.1200 


0,1221 


0.1252 


0.1258 


0,0719 



Verdunnungsfaktor 20; Gesamtvolumen 50 pi; Ausbeute DNA 10 ng = 100% 
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Beispiel 2: 

Isolierunq von Plasmid-DNA bei verschiedenen Alkoholkonzentrationen 
5 Es.wurden 500 jjg (c = 1 pg/pl) Plasmid-DNA (pCMVp; Fa. Clontech # 
6177-1) in 5 ml Puffer Q1 (1,25 M NaCI; 50 mM Tris, pH 8,5; 15 Vol % 
Isopropanol) gelost. Dann wurde Isopropanol zugegeben, in einer Menge, 
die einem Gesamtanteil von 22,7 - 43,3 Vol% Isopropanol im Bindepuffer 
entspricht, sorgfaltig gemischt und 5 min bei Zimmertemperatur (20-25°C) 
10 inkubiert Das DNA/Q1/lsopropanol-Gemisch wurde in ein Glasfaserfilter 
gedruckt (Fa. Sartorius, Minisart-Serie) und die Membranen bis zur 
Trockne ausgeblasen. Die Elution erfolgte mit 1 ml TE-Puffer (10 mM Tris, 
pH 7,5; 1 mM EDTA). Die Ausbeute wurde photometrisch bei 260 nm 
bestimmt. Das Ergebnis ist in Tabelle 2 zusammengefaBt 

15 



Tabelle 2: 



Isopropanol 
(gesamt) 


DNA 

[MO] 


DNA 

[%] 


OD 260 
Werte 


22,7 Vol % 


242 


48 


0,2419 


29,2 Vol % 


416 


83 


0,4159 


34,6 Vol % 


383 


77 


0,3826 


39,3 Vol % 


415 


83 


0.4146 


43,3 Vol % 


412 


82 


0,4118 



Verdunnungsfaktor: 20; Gesamtvolumen: 1 ml 
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Beispiel 3: 

Isolierunq von Plasmid-DNA in Geqenwart von KCI und Alkohol in 
verschiedenen Konzentrationen 

5 Es wurden je 390 pi der einzelnen Puffer (0,25 - 1,0 M KCI; 50 mM Tris, 
pH 8,5; 15 % (w/v) Isopropanol) mit 10 pg Plasmid-DNA (pCMVp; Fa. 
Clontech # 6177-1) (c = 1 pg/pl) gemischt und mit verschiedenen Mengen 
an Isopropanol versetzt, die einem Anteil von bis zu 57,3 Vol% 
Isopropanol (siehe Tabelle 3) bzw. bis zu 71,4 Vol.-% Isopronal nebst 

10 Ethanol in den jeweiligen Bindepuffem entsprachen. Nach funfminutiger 
Inkubation bei Raumtemperatur (20 -25°C) wurden die Ansatze in eine 
eine Silikamembran enthaltende Saule (QIAquick, Fa. QIAGEN GmbH, 
#28104) uberfuhrt und unter Vakuum (ca. 600 mbar; Verwendung der 
QIAvac6S der Fa. QIAGEN GmbH) durch die Silicamembran gefiihrt. 

15 AnschliefJend wurde mit 750 pi Puffer PE (10 mM Tris, pH 7,5; 80 % 
Ethanol) gewaschen und bis zur Trockene Luft durch die Membran 
gezogen. Eluiert wurde durch Zugabe von 100 pi Puffer EB (10 mM Tris, 
pH 8,5) und die Ausbeute photometrisch bei 260 nm bestimmt 



20 Tabelle 3: 



Ckci 


Isopropanol 
(gesamt) 


Ausbeute DNA 
fug] OD 260 


Ethanol/ 
Isopropanol 


Ausbeute DNA 
[pg] OD 260 


0,25 M 


46,6 Vol % 


9,5 


0,1185 


66,7/5,9 Vol% 


9.7 


0,1208 


0,5 M 


49,8 Vol % 


8,8 


0,1101 


71,4/4,2 Vol% 


10,0 


0,1355 


0,75 M 


46,6 Vol % 


8,8 


0,1098 


60,0/5,9 Vol% 


10,0 


0,1322 


0,75 M 


57,3 Vol % 


9,6 


0,1194 


66,7/4,2 Vol% 


10,0 


0,1770 


1,0 M 


43,1 Vol% 


10,0 


0,1727 


33,3/9,8 Vol% 


10,0 


0,1280 



Verdunnungsfaktor 20; Gesamtvolumen 80 pi. 
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Beispiel 4: 

Isolierunq von Plasmid-DNA in Gegenwart von LiCI; NaCI Oder KCI und 
Alkohol in verschiedenen Konzentrationen 

5 Es wurden je 390 pi der einzeinen Puffer (0,25 - 1,0 M Salz; 50 mM Tris, 
pH 8,5; 15 % (w/v) Isopropanol) mit 10 pi (4 10 pg) Plasmid-DNA 
(pCMVp; Fa. Clontech # 6177-1) (c = 1 pg/pl) gemischt und mit 
verschiedenen Mengen an Ethanol versetzt, die einem Anteil von bis zu 
71 ,4 Vol% Ethanol (siehe Tabelle 4 unten) in den jeweiligen Bindepuffern 

10 entsprachen. Nach funfminutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden 
die Ansatze in eine eine Silikamembran enthaltende Saule uberfuhrt und 
unter Vakuum (ca. 600 mbar; Verwendung der QIAvac6S der Fa. 
QIAGEN GmbH) durch die Silikamembran gefiihrt. Anschlieliend wurde 
mit 750 pi Puffer PE (10 mM Tris, pH 7,5; 80 % Ethanol) gewaschen und 

15 bis zur Trockene Luft durch die Membran gezogen. Eluiert wurde durch 
Zugabe von 100 pi Puffer EB (10 mM Tris, pH 8,5) und die Ausbeute 
photometrisch bei 260 nm bestimmt. 



Tabelle 4: 



[Salz] / [EtOH] 


LiCI 


NaCI 


KCI 


DNA 


OD 260 


DNA 

[WJ] 


OD26O 


DNA 
[H9] 


ODzeo 


0.25M / 66,7Vol% 


7,2 


0,0721 


7,6 


0,0763 


10,0 


0,1087 


0,5 M/ 71,4 Vol % 


7,9 


0,0794 


7,8 


0,0783 


10,0 


0,1005 


0.75M / 60 Vol % 


9,0 


0,0895 


8,6 


0,0862 


8,8 


0,0875 


0,75M/66,7Vol% 


9,0 


0,0857 


7,7 


0,0771 


10,0 


0,1001 


1.0M/ 33,3 Vol % 


9,6 


0,0963 


10,0 


0,1253 


8,9 


0,0890 



20 Verdunnungsfaktor 20; Gesamtvolumen 100 \i\ 
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Beispiel 5. 
Isolierunq von qrofteren Menqen PNA 

Es wurden ansteigende Mengen an Plasmid-DNA (c = 1 pg/pl; pCMVb; 
5 Fa. Clontech # 6177-1) in 15 ml Puffer Q1 (1.25M NaCI; 50 mM Tris, 
pH 8,5; 15 Vol % Isopropanol) geldst. Dann wurde Isopropanol bis zu 
einer Endkonzentration von 49,8 Vol % zugegeben, sorgfaltig gemischt 
und 5 min auf der Laborbank inkubiert. 

Das DNA/Q1/lsopropanol-Gemisch wurde in eine 20 ml Spritze uberfuhrt, 
10 die mit einem eine Silikamembran enthaltenden Spritzenvorsatzfilter (Fa. 
Sartorius, Minisart-Serie) bestuckt war. Das Gemisch wurde unter 
gleichmaliigem Druck durch den Filter gedruckt, dieser abgenommen, und 
mit der Spritze noch mehrmals Luft durch die Membran geblasen, um die 
Alkoholreste zu entfernen. Zur Elution wurden anschlieliend 5 ml TE : 
15 Puffer (10 mM Tris, pH 7,5; 1 mM EDTA) mittels einer frischen 5 ml 
Spritze durch den Spritzenvorsatzfilter gedruckt. Die Ausbeute wurde 
photometrisch bei 260 nm bestimmt. Das Ergebnis ist in Tabelle 5 
zusammengefafct. 



20 Tabelle 5: 



pCMVb [mg] 


1,5 


2,0 


2,5 


3,0 


Ausbeute DNA [mg] 


1,274 


1,577 


2,367 


2,523 


Ausbeute DNA [%] 


85 


79 


95 


84 


OD 26 o 


0,2547 


0,3153 


0,4733 


0,5046 



Verdiinnungsfaktor: 20; Gesamtvolumen: 5 ml 



Ergebnis: 

Die Wiederfindungsrate der DNA liegt auch bei hoheren Mengen an 
25 Plasmid-DNA zwischen 80 und 90 %. 
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Beispiel 6 

Isolierunq von Plasmid-DNA in Gegenwart verschiedener NaCl- 
Konzentrationen und Alkohol 

5 

Es wurden je 340 pi einer NaCI-Losung (0 M; 0,1 M; 0,25 M; 0,5 M; 1 M; 
2,5 M; 5 M; gesattigte Losung; 50 mM Tris; ph 8,5) mit 10pl einer 1 pg/pl 
enthaltenden Plasmid-DNA-Losung (pCMVp; Fa. Clontech # 6177-1) 
gemischt. Zu jeder Probe wurden 350 pi Isopropanol gegeben, wodurch 

10 sich eine Konzentration von 50 Vol-% fur jeden Ansatz ergab. Nach 
funfminutiger Inkubation bei Raumtemperatur (20 - 25° C) in eine Saule 
(QIAvac 6S; QIAGEN GmbH) uberfuhrt, in welcher eine Glasfaser/Silika- 
Membran (QIAprep 8-well strips; QIAGEN GmbH) angeordnet war. Die 
DNA-haltigen Losungen wurden unter Vacuum (ca. 600 mbar) durch die 

15 Membran gefuhrt und anschliefcend mit 200 pi EB-Puffer (10 mM Tris; pH 
8,5) eluiert. Die jeweiligen Ausbeuten an DNA (in Prozent der 
eingesetzten Menge) bei den fur jede Salzkonzentration vorgenommenen 
vierfachen Bestimmungen sowie der jeweilige Durchschnittswert sind in 
der nachfolgenden Tabelle 6 angegeben. 

20 

Tabelle 6 



Ausbeuten [%]: 





Wertl 


Wert 2 


Wert 3 


Wert 4 


Durchschnitt 


STABW 


0M 


17 


16 


19 


18 


17,5 


1,291 


0,1 M 


100 


100 


100 


100 


100,0 


0,000 


0,25 M 


100 


100 


100 


100 


100,0 


. 0,000 


0,5 M 


100 


100 


100 


100 


100,0 


0,000 


1 M 


100 


100 


100 


100 


100.0 


0,000 


2,5 M 


100 


100 


100 


100 


100,0 


0,000 


5NI 


70 


73 


74 


73 


72,5 


1,732 


gesattigt 


83 


68 


75 


79 


76,3 


6,397 



STABW: Standardabweichung, ausgehend von einer 
Stichprobe 
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Das Ergebnis dieses Versuchs deutet darauf hin, daft die Ausbeute bei 
der DNA-Gewinnung bei sehr hohen Salzkonzentrationen (5 M, gesattigt) 
abnimmt im Vergleich zu geringeren Salzkonzentrationen zwischen 0,1 
und 2,5 M. 

5 

Beispiel 7 

Isolierung von Plasmid-DNA in Gegenwart verschiedender Salze bzw. 

10 verschiedener Alkoholkonzentrationen 

Es wurden je 500 pg Plasmid-DNA in 5 ml TE-Puffer (10mM Tris-CI; ph 
8,0; 1 mM EDTA; QIAGEN GmbH) gelost und Isopropanol zugegeben, bis 
die Endkonzentrationen an Alkohol in den einzelnen Ansatzen bei 41,2, 
50, 66,7 und 75 Vol-% lag. Alle Bestimmungen fur die DNA-lsolierung 

is wurden mit einem QIAprecipitator Maxi (QIAGEN GmbH) in einer QIAvec 
6S-Saule (QIAGEN GmbH) durchgefuhrt. In Tabelle 7 sind die Ergebnisse 
der Versuche zusammengefaftt, bei denen die Salzkonzentration in den 
jeweiligen Ansatzen 1,25 M NaCI betrug. Die Untersuchungen wurden 
jeweils mehrfach durchgefuhrt, wobei in Tabelle 7 die Ergebnisse fur die 

20 einzelnen Proben und der daraus errechnete Mittelwert mit 
Standardabweichung angegeben sind. 

Tabelle 7 



Ausbeuten [%] 



Vol % Isopropanol 


41,2 


50 


66,7 


75 


1 


81,1 


100 


60,6 


37,3 


2 


I 93,1 


93.2 


69,9 


42,9 


3 


67,7 


77,2 


86,4 


75,5 


4 


55,2 


70,5 


88,4 


67,1 


5 




71,8 ! 


68 


63 


6 




51,4 | 


65 


60.6 


Mittelwerte [%] 


74,3 


77,4 


73,1 


57,7 


STABW 


16,412 


15,892 


10,560 


13,397 
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Anschliefiend wurden die vorstehend beschriebenen Versuche 
dahingehend abgeandert, daB die Art der verwendeten Salzlosung 
geandert wurde, und zwar wurde die 1 ,25 M NaCI-Losung durch eine 1 ,25 
M KCI-L6sung ersetzt Die Ergebnisse der Versuche mit KCI-Ldsung sind 
s in Tabelle 8 wiedergegeben. 

Tabelle 8 



Ausbeuten [%] 



Vol % Isopropanol 


41,2 


50 


66,7 


75 


1 


70,9 


! 82,9 


76.4 


I 27 


2 


69 


79,8 


66,8 


37 


3 


66,1 


75,1 


79,0 


84,7 


4 


68,9 


72,6 


76,7 


65,4 


5 




68,8 


63.8 


44,8 


6 




70.6 


67,6 


55.2 


Mittelwerte [%] 


68,7 


75,0 


71,7 


52,4 


STABW 


1,977 


4,984 


5,817 


18,975 



SchliefJIich wurde auch noch der Einflufc des verwendeten Puffers auf die 
10 Ausbeute bei der Plasmid-DNA untersucht Dazu wurde wie vorstehend 
beschrieben vorgegangen, und in dem Ansatz mit einer 1,25 M NaCI- 
Losung der TE-Puffer durch eine QF-Puffer (50 mM MOPS; pH 7,0; 15 % 
Isopropanol) ersetzt. Die Ergebnisse der Mehrfachbestimmungen nebst 
Mittelwert und Standardabweichung sind in Tabelle 9 zusammengefafit 
15 Die gegenuber den Tabellen 7 und 8 abweichenden 
Alkoholkonzentrationen in den einzelnen Ansatzen gehen auf den 
15%-igen Isopropanolgehalt des QF-Puffers zuruck. 



# 
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Tabelle 9 



Ausbeuten [%] 



Vol % Isopropanol 


22,7 


50 


57,5 


78,8 


1 


59,6 


I 79,8 


! 71,7 


39,2 


2 


40,7 


78 


82,2 


39 


3 


24,4 


91,8 


76,8 


69,1 


4 


25,6 


57 


79,8 


67,8 


5 






72,2 


68,4 


6 






49,2 


55,6 


Mittelwerte [%] 


37,6 


76,7 


72,0 


56,5 


STABW 


16,450 


14,461 


10,862 


13,130 



Die Ergebnisse zeigen, dafi die Art des verwendeten Salzes (NaCI / KCI) 
5 nur einen geringen Einfluli auf die Ausbeute bei der DNA-lsolierung zeigt. 
Auch der Austausch des Puffers hat praktisch keinen Einfluft auf die DNA- 
Ausbeute (77,4 % bei 1,25 M NaCI und TE-Puffer und 75,0 % bei 1,25 M 
NaCI und QF-Puffer). 
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Patentanspruche 



5 1. Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer Ldsung, mit den 
folgenden Schritten: 

a) Adsorbieren der in der Ldsung enthaltenen Nukleinsauren in 
Gegenwart von Alkali- und/oder Erdalkalisalzen an einer 



b) gegebenenfalls Waschen der an der Si0 2 -haltigen Oberflache 
adsorbierten Nukleinsauren mit einem alkoholhaltigen Waschpuffer, 
und 

15 

c) Eluieren der Nukleinsauren mit einer waftrigen Losung und 
gegebenenfalls Isolieren der Nukleinsauren, 

dadurch gekennzeichnet, daft in Schritt a) die Adsorption der 
20 Nukleinsauren an die Si0 2 -haltige Oberflache in Gegenwart von 0,1 bis 
3 M Alkali- und/oder Erdalkalisalzen und 37 bis 70 Vol-% eines 
aliphatischen Alkohols erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die 
25 Nukleinsaure Plasmid-DNA ist. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Si0 2 -haltige Oberflache aus Silikagel, 
Glasfasern oder Quarzfasern besteht. 

30 



10 



Si0 2 -haltigen Oberflache, 
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4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Si0 2 -haltige Oberflache eine Membran oder ein Filter ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1-4, dadurch gekennzeichnet, 
s dass die in der Losung enthaltenen Alkalisalze Halogenide, 

vorzugsweise NaCI und/oder KCI sind. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
dass in Schritt a) NaCI in einer Konzentration von 0,25 bis 1,5 M, 

10 bevorzugt von 0,5 bis 1,25 M und besonders bevorzugt von 0,5 bis 1,0 
M in der Losung vorliegt. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die in der Losung enthaltenen Alkohole niederaliphatische, 

15 verzweigte Oder unverzweigte Alkohole mit einer Kettenlange von 1 bis 
5 Kohlenstoffatomen sind. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass der in der 
Losung enthaltene Alkohol Ethanol oder/und Isopropanol ist. 



9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass die in Schritt c) verwendeten Elutionslosungen 
Morpholinopropansulfonsaure (MOPS), Tris(hydroxymethyl)amino- 
methan (TRIS) oder 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]ethansulfon- 
25 saure (HEPES) in einer Konzentration von 0,001 bis 0,5 Mol/Liter, 
bevorzugt 0,001 bis 0,2 Mol/Liter, besonders bevorzugt 0,01 bis 0,05 
Mol/Liter enthalten. 



20 



10. Verwendung einer Losung enthaltend 0,25 - 1,5 M NaCI, KCI oder 
30 eine Mischung davon und Ethanol oder Isopropanol in einer 
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Konzentration von 37 - 70 VoL-% zur Adsorbtion von Nukleinsaure an 
eine SiOrhaltige Oberflache. 

11. Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 
s 9, enthaltend 

a) eine Losung nach Anspruch 10 und 

b) eine Si0 2 -haltige Oberflache. 



